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, . i ■ • u„i AMaeerune von Mol ekiilen bzw. 
Verfahren zur Immobilisierung Abiagerung 

Subscanzen an f elnetn Trager 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur 
Immobilisierung bzw. Abiagerung von Molekiilen bzw. 
Substanzen auf einem Trager. 

Bisher werden fur die Immobilisierung 
Makromolekulen Polymere mit schwammar t iga r StruKtur 
(Gele) von „er S ehiedenem chemischen Aufbau Cz.B. Agarose, 
modifiziertes Po lyacr y 1 amid) verwendet . Aufgrund der 
zufalligen Anordnung der Polyme rke t t en mit unterschiedli- 
chem MoleKulargewicht in dem GelKdrper weisen vorhandene 
funktionelle Gruppen weder eine definierte Position, noch 
eine definierte Orientierung auf. Die Verteilung von 
funKtionellen Gruppen an der Oberflache und in. Inneren 
der Gelmatri* i.t daher "zufallig". Werden diese Gruppen 
fur eine Immobilisierung von Ma Kromo 1 e k u 1 en aktiviert, so 
wird auch die Anordnung der F remdmo 1 e ku 1 e in » z uf a 1 1 i ge r » 
Verteilung erfolgen. 

Fu- die sogenannte Test streifentechnclogie £z.B. 
GluKose-Teststicks zur Bestimmung des Blut- Oder 
Harnzuckergehaltes) werden Enzyme in gelbster Form xn 
Qualitatspapiere eingesaugt und getrocknet. Wie bei dem 
zuvor besohriebenen Gel liegen auch hier die Fremdmoleku- 
le in statistischer Verteilung in der relativ groben 
Fasermatri* des Papieres vor. Ein weiterer Nachteil i.t. 
daP die Enzyme nicht kovalent gebunden sind, so daP es 
bei Untersuchungen im wassrigen Milieu zu Enzymverlusten 
kommen kann. Dadurch ist eine Qu.ntifizierbarK.it des 
Analyten nicht mehr garantiert. 

Um einerseits eine kovalente Bindung von Fremdmole- 
kulen zu sichern, andererseits aber dunne Tragerfilme zu 
30 haben, warden Proteinfilme aus Serum Albumin oder 
Kollagen erzeugt. Durch Einbringen von Glutaraldehyd 
gelang es, den Proteinfilm zu vernetzen, und gleichzextxg 
Fremdmolekule kovalent zu binden. Auch mit dieser Methode 
gelang es aber nicht, Fremdmolekule in definierter 
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Position und Orientierung in mon omo 1 e K u la re r Schicht 
Kovalent an einen Tragerfilm zu binden. 

Erf indungsgemaP wird nun als Trager eine StruKtur 
eingesetzt, welche wenigstens eine sich entlang ebener, 
gekrummter, zy 1 indri scher Oder vesikularer Flachen 
erstrecKende Membran aufweist, die aus wenigstens einer 
Schicht identischer Protein enthaltender Molekule 
besteht, die in Form eines Kr ist al Igi t ter s mit einer 
GitterKonstante von 1 bis 50 nm angeordnet sind. Dadurch 
wird erreicht, dap die immobi 1 isier ten Molekule stets in 
raumlich definierter Anordnung an den mit den Substraten 
in Verbindung stehenden Qberflachen angeordnet sind, so 
dap eine mbglichst dichte Belegung der freien Oberflachen 
mit den zu bindenden MoleKulen ermbglicht ist. Die 
reaKtiven Gruppen der Proteine ■ nehmen namlich nicht nur 
in der Po 1 y pep t id Ke 1 1 e eine genau festgelegte Position 
ein, sondern haben auch nach Faltung des Proteins im 
Kristallgitter eine exakt festgelegte Lage und 
Orientierung. Dies gilt in gleicher Weise auch fur an der 
Membran eventuell noch vorhandene Koh len hyd ra t an t e i 1 e und 
deren Hy d ro xy 1 gr u p p e n . 

Vorteilhaf terweise Kann eine Membran eingesetzt 
werden, die Poren mit einem Durchmesser von 0,5 bis 40 nm 
aufweist. Durch das Vorhandensein der Poren kann eine 
Behandlung des Substrats auch dadurch erreicht werden, 
daP dieses langsam durch die Membran hindurchgef uhr t 
wird, wobei dann wahrend des Durchfuhrens bzw. 
Entlangf uhrens die gewunschte Umsetzung bzw. Reaktion 
durch die an der Membran immob i 1 isier ten Molekule 
erfolgt. Welters wird damit erreicht, daP die Membran 
beidseitig mit den Molekulen bzw. Subs tanzen be laden sein 
kann, da aufgrund der Poren das zu behandelnde Substrat 
an beide Seiten der Membran gelangen und dann reagieren 
kann . 
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Fur die Veranderung der Ob e r f 1 a c he ne i ge n s = haf t e n der 
„ enlbra n Konnen auf dieser Protein- und/oder Pep t idmoleKu- 
1. inunobili-i.rt werden. Oadurch wird unter anderen, .in. 
0b erfla=henver g rbeerung erreicht, wodurch fur Immobil!- 
si erun g weiterer MoleKule .in zusatzlicher R.um 
geschaffen wird. d.r aufgrund der definierten Anordnun 8 
d er Protein- und/oder Pep t id-noleKule ebenfalls genau 
d efinierte Rau.struKtur aufweist. Weiters Kann d.durch 
erreicht werden, daB die Oberflache entweder hydrophil 
bzw . hydrophob wird. Dure, solche V e r a n d e r ungen der 
Oberflacheneisenschaften wird unter anderem auch erzxelt, 
doP die Me.branen eine gerin g er unspezif ische A.sorptxon 
au fweisen. Gleiche Eigenschafen Konnen auch dadurch 
er2i elt werden, da* auf der Membran Glycoprotein- 
u r.d/oder Glycopeptid.cleKule i ^ob i 1 i s i e r t werden. Ebenso 
Konnen auf der Me^ran Polysaccharide und/oder 
OXigosaccnaride und/oder ZucK.r im-.obili-.rt werden 
w0 bei all die angefuhrten MoleKule Je nach de. spateren 
VerwendungszwecK eingesetzt werden Konnen. 

Es Konnen Jedoch zur Erzielung dieser Eigenschaften 
auc h LipidmoleKule immobilisiert werden, wobei d.ese 

. d ie Aufbringung von 

MoleKule zusatzlich noch fur B1nrt ..t- 
m0 no.oleKularen L ip id sc hi = h t e n , z.B. Lang.uir Blod 
Fil^en, dienen Kbnnen, oder aber .1. Tr.ger fur andere 
Polym ers=hi=hten, insbesondere hydrophobe Me.bran 
di enen Kbnnen. Fiir spezielle ZwecKe Kbnnen auch auf der 
Me.bran Lipopoly saccharide i^obi li.i.rt werden. welche 
.l.iehf.ll. die angefuhrten Effete erbringen 

Fur einen Einsatz bei enzy.at i sohen Umsetzungen 
Kbnnen auf der Me.bran Snzy.e und/oder C = 
imm obilisiert werden. Soil die erf indungsge m a P e - 
fu r b iot.chnologi.ch. ZwecKe verwendet werden. dann Kann 
oofd er Me mb ran eineSubstanz der Gruppe , .nth. - 
* nt i g en e , AntiKorper, LeKtine, Biotin. A.idin, Prot n A 
u ndHaptene, im.ob i 1 i si e r t werden . Fur gewxsse 
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Kbnnen auch Nu c lein saur en immobilisiert werden, welche 
sich unter anderem auch fur Hybridisierungstests und 
SondenmolekUle in der Gentechnologie eignen. 

Wenn auf der Membran Farbstoffe, insbesondere 
5 Fluoreszenzfarbstoffe. immobilisiert werden, dann kann 
die erfindungsgemaBe Membran als Testmembran dienen, 2.B. 
als Indikatormembran bzw. als Membran, welche insbesonde- 
re fur optoelektronische Auswertung (optische Sensoren) 
geeignet i.t. Es Kbnnen dabei fiir die Auswertung 
10 Membrangruppen verwendet werden, von welchen jede Membran 
einen un t er schied 1 ichen Farbstoff aufweist, so daP 
gleichzeitig unterschiedliche BeaKtionen gemessen werden 
Kdnnen . 

Es Kbnnen auf der Membran, gegebenenf a 1 1 s leitende, 
15 Materialmen, wie -tall. und/oder Meta 1 1 verbindungen 
und/oder Kohlenstoff und/oder Si 1 iciumo * ide und/oder 
Kunststoffe immob i 1 i s ie r t bzw. abgeiagert werden. Dadurch 
i,t die MbglichKeit gegeben, die Membranen fur Sensoren 
einzusetzen, und zwar b e i s p ie 1 swe i se als biologische 
20 Feldeffekttransistoren Oder chemische Feldeffekttran- 
sistoren, da die geschaffenen StruKturen ionenselekt, « 
si nd und da.it als sogenannte ionenseleKtive Feldeffekt- 
transistoren C ISFET) eingesetzt werden Kbnnen. Fur die 
Steuerung der StruKtur bzw. die phy sikalischen 

25 Eigenschaften und Herstellung von Legierungen auf der 
Membran kbnnen Mischungen der Materialien bzw. getrennte 
Schichten mehrerer Materialien abgelagert werden. 

Urn eine gesteuerte Elektronenubertraeung bzw. 
lonenableitung aus dem Medium zu erzielen, kbnnen auf der 
30 Membran Mediator- bzw. Transmittermolekule immobilisiert 
werden. Urn bei enzymgesteuerten Prozessen ein leichtes 
Ruckgewinnen der eingesetzten Enzyme zu erzielen, kann 
eine Membran mit darauf immobilisierten Enzymen und/oder 
Coenzyme* als Enzymmembran verwendet werden. Es wird dann 
35 das Substrat mit der Enzymmembran in Kontakt gebraoht 
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die Membran v.iKulSre For. hot, dies* V.iK.l 
h.. Substrat von der Membran getrennt 

„.„., ...iu... r ..n """""j:';-,, : : . 

» 4*in Protein A oder Haptenen als ELISA Mem 
Biotin, Avidin, Protein nia sno sere ak- 

-H.n Fur die Durchfiihrung von Dia 8 "° s 
-rwendet Werden - \ mlt darauf immobilisierten 

- unn eine Membran mit daraux 
tionen kann em . nKkbrDerni Biotin, 

r m =n bzw Coenzymen, Anti ! en B n, Antikorpern, 
Enzymen, bzw. y Haptenen , Nucleinsauren oder 

Avidin. Lektinen, Protein A, at oiag noserea 8 ens 
Mediator- bzw. Transmit termolekulen als g 
verwend et werden. Xnsbesondere bei ^ ^ eine 

Biolumineszenzreaktion interessant, ist . 
lic nt 0 ptis=be Au.-.rtun a von Beaktionen ™° < w _ 
Eine Membran .it dara., ^^^o^ Avidin, 
Coenzymen, Antx.-n. Nucleinsauren Oder 

i pktinen, Protein no ^ , 

LeKtinen, ,_,•■.,_„ kann auch als 



■ . h;w Transmittermolekulen, kann 

20 Mediator- bzw. Tr dire , ten 

Sensormembran verwendet werde vorhan dene 
EJnsat , fU r die Prufung von Substanzen auf 

.. ,, eht FUr bestimmte Formen der 

Komponenten ermoglicht. Sl/eteme kbnnen 

«.»•»»•« i " so ":;;:;;.: r. : . «• 

„ u*»mbran immob 1 1 1 s ie r: en 
25 die an der Membran qrnicht z.B- M.tall oder 

m-ft- einer leitenden Schicnt, z.o 
Membran mit emer i« besonders 

ein.ac.er - ^ Mot erialien K 

auf gebra=,t »~ ^ ^ leitende Schlc nt dure, 

30 jedooh angezeigt ..in Schlief31ich kann die 

Aufdampfen aufgebracht wxrd . auf . ebrac ht 
Ku «,t.toff.ehlcht durcn P 1 asma po 1 ymer i sa t i on 



35 



werden. *baela£erten 

Fur eine gesteuerte Freisetzung d. « 
bzw . imm obilisierten Substanzen, msbesonder 
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pha rn,azeut iS c h en Wirkstoffen, K*nnen diese Substanzen von 

Die Erfindung wird nocnstene 
Beispielen neher erlautert. 



an 



kristallinen 



Beispiel 1: 

i mm obilisierung von Poly-L-Lysin 
Proteinmembranen ( S-Schichten) 

10 flus Kristallinen Proteinmem- 

vernetzt. Oazu werden O.b £ 

20 000 x g) in 50 ml 0.1 M N a t r i um-Ca cod y 1 a t Puffer P 
20.QUU x gj n 5 ml G 1 u t a ra 1 deny d 

7 2 suspendiert und nach Zugabe von 0.5 ml 

• on° r tnkubiert. Nach Stoppen der 
fSO %) 20 Minuter bei 20 C inkubiert 

^Ktion durch Zugabe v,n .h.nolamin 

gewa schen und neuerlich p.ll.t^rt. 
Aktivierung der C.rboxylgruppen werden *-* * 
erha ltenen Pellet, in 8 .1 Ao.ua -st. suspends t. a 
, Ethvl _ 3 3' dimethyKaminopropyDcarbod^m.d n i 

, t der PH-Wert der Suspension durcn Zugabe von 0.1 

25 rdrv: „ .1 ... 3 e.-- - :::z 

der SO Minuten -nden Bea t.on ~ 

*" -ntrifugation be .0 00 . ^ ^ 

Pellet .it eiskaltem ^ ^ , % ln einer 

30 neuerlichem -ntrif ugieren b.i 20 ^ 
LB.ung aus Poly-L-Ly.in (MB 30,000 8 
sus pendiert. Nach 4-stundiger Inkubat.o 

. HP Entfe rnung von nicht ^ ^ o' 1 . 

zentrifugiert, mit Aqua dest., und in der 
35 Kaliumphosphat Puffer ( pH 7.0) gew a sch e n. 
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Durch Immobilisxerung von Poly-L-Lysin Kbnnen aufgrund 
der freien Aminogruppen der im Polymer vorhanden.n 
Lysinreste die Oberf 1 acheneigen schaf t en der vesikularen 
Strukturen ( Pr o t e in* ra gmen t e) gezielt verandert und exne 
positive Nettoladung erzeugt werden. Zudem Kbnnen dxe 

vorhandenen Aminogruppen fur eioe Immobilisierung von 

weiteren Fremdmolekulen aktiviert werden. 

Beispiel 2: 

Immobilisierung von P ho s p ha t i d y 1 e t han o 1 amin 
Vesikulare StruKturen werden, wie oben beschrieben. 



25 



zur 
und 



chemischen S t a b i 1 i sie r u n g mit Glutaraldehyd vernetzt 
an der Kristallinen Matrix vorhandene Carboxy 1 gruppen mit 
EDO aktiviert. Nach einer AKtivierungszeit von 80 Minuten 
wire die Suspension bei 20,000 x g zentrxf ugier t , ^ dxe 
Pellets mit Dioxan bei einer Temperatur von 4 
gewaschen und neuerlich sedime n t ier t . In der Folge werden 
20 die Pellets in einer Lbsung aus Pho S p ha t idy 1 e t hanc lamin 
- (P E; 3 mg/ml Oioxan) gelbst und 20 h bei 20 C inkubiert. 

Zur Entfernung von nxcht kovalent gebundenem PE werden 
■ die vesikularen StruKturen nach dem Zentrif ugieren 
funfmal mit Dioxan und anschlxeBend mit einer Misohung 
aus CHloroform-Methenol (50/50) gewaschen. Durch Reaktxon 

pf mit den Carboxylgruppen 
der freien Aminogruppen von PE mit aen 

des s-Schicht-Proteins gelingt es, PE so an d 
Krist.lline Matrix zu binden, daB der hydrophile Te.l - 

i<tt wahrend die 
der Membranoberf lache gerxchtet ist, 

nydrophoben Reste nach aufien exponiert bleiben. Oxe so 
erzeugte hydrophobe Oberflache dient zur Anlagerung von 
Monoschichten aus Tensiden (z.B. Ar a = h i n s= u r e ) , dxe nun 
ihrerseits mit ihrem hydrophoben Tail binden, wahrend der 
hy.rophile Teil nach augen exponiert ist. Nun ist exne 
weitere Anlagerung einer Monoschicht von Arachinsaure 
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mbglich, wobei 
Seite binden . 



nun die 
Nach dieaem 



TensidmoleKlilen an 
kristallin £ eordneten v 
werden . 



MoleKUle mit ihrer hydrophilen 
Prinzip Kbnnen mehrere 
der Obcrflache einer 



.ono.ehlcht.n von struKtur ange lagert 



Beispiel 3: 

kristallinen 
Immobilisierung von GXucoseoxid 

10 vesxKularen StruKturen 

v-iH«se werden vesiKulare 
Zur Immobilisierung von Glueoseoxida se Giutaraldehyd 
StruKturen, wie oben beschrieben -x uQphandene 

^ • M.r- Folae in Kris t al lgit t er 
v.rn.trt, und m der Folge ^ demWasC hen mit 

15 Carboxylgruppen mit EDC aktivxe . ^ 
- und neuerlichem Zentrif ug^ren bel 
" r pellet ou5 ve.iKuloren BtruKturBn m 

einer Losung = us Blue »"° o c inkubie rt. In der 

suspe ndiert und 6 Stunden bex 20 C 
, 0 Folge wird die Suspension ^ _ lent 

Beispiel 1 beschrieben. ^^'^Vr Anwendun£ dieS er 
gebundenem Material gewaschen. Unter 

•■ 1 me Glucoseoxidase pro mg 

Met.ode ist es moglxch, mg bedeutet , daP 

S-Schicht-Protein Kovalent zu bxnden. dase _ HolaKul 

■«k»«* ein Glucoseoxidase MoieMJi 
25 pro S-Schicht-Unterexnhext dicntest m 6glich.n 

in.mobiXisiert werden Kann, was der ^ 

Poc kung eines .remdmoXeKules an exner im 
entspricnt. Immobi 1 isierte Glucoseoxxdase 

Aktivitat von bu 
Verglexch zu de, nativen Enzym exne AKtivita 
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Beispiel 4: 

Belegen von 
Metallschicht 



Kristallinen 



S-Schichten 



mit 



einer 
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Kristalline geordnete Me.bran.n C S-Bchieht.n) - - " 
Aqua d..t. suspendiert und unter eine. DrucK von 2 bar in 
einer 10 na Ultrafiltrations^!, .u, .inen m iKropor= a 
Tri!er t-iKrofiltr.tion.».mbr.n aus Polycarbonat d. 
Firm a Nuoiepore; Pcn^^s,, - ; 
Die exnzexnen . M br.nfr.,..nt. werden in d.r oi e * < 
S.utaraldeHyd (0.5 % in 0.1 M N.triu* Cacodyl Ruff.r. 

Nach einer I n k ub a t ion s z e i t von 20 
nU7Cn uernet2t . Nacn emei 

:„.„;.» .-r=» «- rri r« 

, entfernt die MiKrofiltrat ion smemb ran mit 

Reaeens entternt, _ ^ -i „ 

,mH luftaetrocknet. AnschliePend wiro 

,n eine Sputter Coater Anlage (Polaron 
StruKtur m erne =h in 
ln.tru-.nt, eingexegt und .is zu eine. V.Kuuj v ^. 
Torr .„Kui.rt. Nun wxrd durcH Anle g en exner Spannu 
2 000 V bsi eine. Stro-fluP von etwa 20 .A Gold au d e 
Ob .r,l.oh. der Kri.t.mn.n Membranf rflgnente g e .pu t t.rt 

— — — Met r::r m i^n 

StarK. von etwa 40 n. er:. 8 t wxrd. Nach d. 
.... der Sputter Coat.r Anlage wxrd dxe Stru 



25 



au s der Sputter = - — B e = ner gl as 

rhloroform geruiites 
.orsicntig xn exn mxt Cnlor Polycarbonat-Tra- 
trans , e riert und so ain E .l. t d ^ 
germemb ran .it der Flu-.xgK.it ^ ^ ^ 

- — — poi r: t T«„ . — 

durC h vorsichtiges Abheben auf beliebi g 

einer direKten KontaKt zwxschen M.tali 
erzielen . 

Beispiel 5: 
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Invnobilisierung von riuor e s:en Z f a rbstoff e n an Kristallin 
a eordnete StruKturen 

VesiKulare StruKturen, die aus Kristallin engeordneten 
Proteinuntereinheiten b..t.h.n. werden zur Kovalenten 
Bindung des Fluoreszenzf arbstof fes 7-Hydroxy-C« M rin-3- 
-earbonsaure CHCC), der einen pH-sensiti ven F.rb.toff 
derstellt, verwendet. 50 .g des Farbstoffes 
Aq ua dest. aufgelost, der pH-Wert durch Zugebe von 0 1 
HC1 Oder 0.1 N NaOH A, 75 eingestellt und in der Folge 

2D m g EDC zugesetzt. Nach einer AKtivierung der 
Carboxylgruppen von HCC wahrend einer ReaK t ion sze x t von 
80 Minuten wird dieser Ansatz .It 0,5 8 feuchte. Pellet 
ve siKularer StruKturen (erhalten nach Zentr if u 8 ation bei 
l5 20,000 x B) ver.ischt und die Suspension 2 Stunden be, 
20 ° C inKubiert. Wahrend dieser Zeit Kcnnen dxe 
ED C-aKtivierten Car bo*y 1 gr uppe n von HCC mit frexen 
A.inogruppen des S-Sc hich t -Pr o t ein s reagieren und der 
Parbs toff Kovalent an die Kristalline Matrix gebunden 
20 werden. Zur Entfernung uberschussigen Reagens wird dxe 
(n einen vorgeweichten Dialysierscr 

4° C 
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Susp en S ion in einen vorgeweicbten Di.ly .i.r.ch laueh 
Ubergefuhrt und 48 h lan 8 bei einer Te.peratur von 4 
geg en Aqua dest. dialysiert. NiedermoleKu la r e Verbindun- 
Ben wie HCC Oder EDO, Kcnnen wahrend der Oialyse 
entfernt werden. Die Suspension wird in der Folge 
zentrifugiert, .it Acua dest. und 1 N NaCl zur Entfernung 
von unspezifiseh ad sorbier ten. Material gewaschen. Der an 
den vesiKularen StruKturen immobilisier te Fluoreszenz- 
farb.toff reagiert auf Anderungen des pH-Wertes xm 
entsprechenden Milieu durch eine Snderung in der 
Wellenlange der ausgesandten Fluoreszenz. 



Beispiel 6: 
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Imm obilisierung von Glucose oxidase an 
Protein-Frag.ente und Belegung .it einer Meta 1 1 schxcht 

Die Immobilisierung von Glucoseoxidase .rfolgt an 
3 Kristallin geordnete Pr.t.in-Fr.| M nt., die .uf .in« 

mi Kroporbsen Trager ( MiKrof i 1 1 ra t ion s.e.br Nylon 

d er Fir.. Pall; Porendurch.esser 0.1 -) abgelagert 
wurden. Die MiKrof i 1 t rat ionsmembr an wird in exne 
Ultrafiltrationszelle .it eine. Durch.esser von 25 
10 eingelegt, und 3 «1 einer Suspension, die die Pro exn- 
Fr<M nt. .nt«n, -en auf die 

plp.ttl.rt. Nach Anlegen von eine. DrucK von 2 bar und 
Ablagerung der Protein-Frag.ente an der porosen 
Trager.e.bran wird vorhandenes Protein durch Zugabe von 
15 Glutaraldehyd (0.5 % in 0.1- Na t r i u.-Cacody 1 a t -Puf f er 
p H 9.2) Kovalent vernetzt. Nach dem Waschen 

* = \ 1 1 t raf i 1 1 r a t ionsze 1 le 
mit Aqua dest. wird diese aus der Ultratii 

e ntn 0 ..en und in ein Becherglas, das 10 .1 A P ua dest. 
.nth-It, eingelegt. Nach Zugabe von 50 mg EDC ««r 
20 AKtivierung von Carboxy 1 gruppen wird der pH Wert wahren 
d er folgenden 80 Minuten auf 4-55 Konstant gehalten^ 
Dur =h Eintauchen der Membranen in Eiswasser laPt sx = 
uberschussiges Reagens entfernen. Die Me.bran wird xn die 
UltrafiltrationszeUe nun so eingelegt, daP d» -it 
25 Protein-Frag.enten belegte Seite nach oben geriohtet is ^ 
In der Folge werden 2 .1 einer Glu=oseoxidase-L6,ung (2 
m g,.l) zugefugt und zur Kovalenten Bindung des Enzy., . 2 
Stu nden bei 20° CinKubiert. Nich t Ko va len t gebundnes 
Enzym Kann durch Waschen .it Aqua dest. und Puffer C siehe 
30 oben) entfernt werden. Nach de. Entneh.en der Ue.bran aus 
der Ultrafiltrationszelle wird diese ! uf t ge t r ocKne t . in 
eine Sputter Coater Anlage (Pol.ron Instruments) 



35 



eingelegt und bei eine. DrucK von 5.10" 2 Terr mit Pl.tin 
bei einer Stro.starKe von 20 .A wahrend eines Zextrau.es 
von 2 min besputtert. Die Me t a 1 1 sc h i ch t . die eine Star 
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von 30 nm aufweist, ist direkt mit dem Enzym, das in 
dichtest mbglicher PacKun 2 an eine kristalline Matrix 
gebunden ist, in KontaKt. Dadurch ist es mbglich, dap die 
an dem Enzym wahrend der enzymat ischen ReaKtion 
5 entstehenden EleKtronen direKt von der Plat inschicht 
abgesaugt werden. 

Beispiel 7: 

10 Herstellung von Di a gno s ememb ra ne n unter Verwendung von 
Ant ikarpern 

Als Ausgangsmaterial werden an mikroporbse Trager 
gebundene Pr o t e i n-Fragmen t e verwendst. An der Oberflache 
15 der Prot e i n-Fragmen t e uorhandene Carboxy 1 gruppen werden 
mit EDC aktiviert C Durchf uhrung siehe o.a. Beispiele) . 
AnschlieSend wird die aktivierte Membran in eine 
Ultraf iltrationszelle mit einem Durchmesser von 25 mm 
eingelegt und 2 ml einer An t ik o r p e r-Lb sun g (0.4 mg/ml) 
20 (Antikbrper A, erzeugt gegen Viru spro t e in) auf ^die 
Membranoberf lache pipettiert und 4 Stunden bei 20 C 
inkubiert. Nach Abdekant ieren der An t ikbrper-Ld sung wird 
die Membran aus der Ultraf iltrationszelle genommen und 2 
h mit 0.2 M Kalium-Phosphat-Puffer, pH 7.2, gewaschen. 
25 Die Antikbrper-Molekule wurden im Zuge der Immobilisie- 
rung in Form einer Monoschicht in dichtest mbglicher 
Packung an die Oberflache der kristallinen Matrix 
gebunden. Die mit Antikbrper beladene Membran kann doher 
zum Nachweis von Virusprotein verwendet werden. Dazu wird 
30 die Membran mit einer Fliissigkeit, die Viren enthalt, in 
Kontakt gebracht und 2 h bei 20° C inkubiert. In der 
Folge wird zur Entfernung von lib e r sc h u s s i g em Antigen mit 
0.2 M Phosphat-Puffer, pH 7.0, und mit Aqua dest. 
gewaschen. Zur q uan t i t a t i v e n Auswertung der gebundenen 
35 Virusproteinmenge wird nun die Membran in eine weitere 
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Lbsu „ e , die biotinylierten AntiKbrper A enth.lt. g ele g t 
CO 1 -«/«.! 0.1 N H.tri«-hydro,.n«rbon.t) und 30 Minuten 
inKubiert. Der bio t iny 1 iert e AntiKbrper bindet nun an 
noch ,reie Haptene des Virusproteins . Nach Entnehm.n der 
5 Me.bran .us der An t iKbr per-Lb sun g wird diese wieder 20 
« inu ten -it 0.1 M Pho.phat-Pu.fer, P H e.O. g ewa,=h«n. Zur 
qua „titativen Auswertun 8 wird nun ein Peroxida.e-Avxdxn- 
Konju.at .ingesetn. Avidin bindet .p.,lfl.eh an Biotxn, 
und .e.nacn an den Je weili 8 en b io t i ny i ie r t . n -tiKcrp,, 
10 Nach einer InKuba t ion szei t von 10 Minuten wird dxe 
«. m pran ,nt — , wieder 20 Hinuten .it Phosphat-Pu.f er 
8 ewaschen und schlieeiich 1 .1 einer 0.01 % Kassersto^- 
peroxid-Lbsun.. die 1 des Farbsto.fes O-Dianisxd. 

.nth.lt, .uf die Me.bran ..tropf t . N.eh 10 Minuten wird 
l5 die ReaKtion durch Zu g abe von 5N HC1 g-toppt und der 
g ebildete Farbstoff puantitativ durch Messun 8 bex exner 
Welleni a n ge von 400 n. b..tin,mt. uber eine entsprechend 

Mencre an gebundenem 
erstellte EichKurve Kann die Menge 

Virusprotein gemessen werden. 
20 Kristallin g eordnete Prote xn-Fra g n,ente bieten den 
Vort.il. da* der AntiKbrper A in dichtest m = 8 l.=her 
P 8 cKun g an eine definierte Oberflache g ebunden werden 
Ka nn und dadurch die Nac hwe i s g r enze fur das zu 
untersuchende Protein entsprechend niedri g er ist. 



25 



30 



35 



Be i spiel 8: 

i mm obilisierun 8 von b lot iny 1 ie t en Proteinen an vesiKulare 
StruKturen 

us ProteinKristallen 
Vesikulare StruKturen, die aus 

^«„h der oben angefuhrten 
bestehen, werden entsprechend der 

Vor.chrift cne.isch .it G 1 u t a ra 1 de hy d .ernetzt und die an 
der ODerflScn. vorhandenen Ca rt>o* y 1 gr uppen mit 
aKtivi.rt. D-1 S de5 feuchten, EDC -a K t i V i e r t e n Pellets 



WO 89/09406 



PCT/AT89/00031 



14 



10 



werden mit 2 ml einer Lbsung von bio t i ny 1 iert em Ovalbumin 
C1 m 8 /ml Aqua dest.) vermischt und 2 h bel 20° C 
inkubiert. AnschliePend wird bei 20,000 x g zentrif ujiert 
und das Pellet funfmal mit 0.1 M Kelium-Phosphat-Puf f er, 
pH 7.0, gewaschen. Pro Protein-Untereinheit der 
kristallinen Matrix Konnten 2 Molekule von biotiny liertem 
Ovalbumin gebunden werden, was wieder der dichtest 
mdgliohen Bindungsdichte eines Fremdmolekules an eine 
Kristalline Matrix entspricht. Immobilisiertes 

biotinyliertes Ovalbumin ksnn nun durch Zugabe von 
Avidin-Peroxidase-Konjugat und im -Folgenden durch Messung 
des entwickelten Farbstoffes durch Peroxidase-Aktivitat 
nachgewiesen werden. Dazu werden 50 mg des feuchten 
Pellets aus vesikularen Strukturen mit daran immobili- 
15 siertem biotinylierten Ovalbumin in 1 ml 0.1 M 
Natriumhydrogencarbonat, pH B.5, suspendiert und 200 ul 
0.2 % Avidin-Peroxidase-Konjugat dazugefiigt. Nach 20 
Minuten Inkubation bei 20° C wird z en t r if ugier t , das 
Pellet fiinfmal mit 0.2 M Kalium-Phosphat-Puf f er C pH 7.0) 
20 gewaschen und 20 mg des Pellets (bestehend aus 
vesikularen Strukturen, biot iny 1 ier tern Ovalbumin und 
daran gebundenen Avidin-Peroxidase-Konjugat) mit 200 pi 
einer Lbsung von 0.01 % Wa s ser s t off pe roxid , die 1 mg 
o-Oianisidin enthalt, vermischt. Der entwickelte 
Farbstoff wird, wis oben beschrieben, gemessen. 
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Pa t en t an spruche 
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30 



T^mnhiiisierunff bzw. Ablagerung von 
1 Verfahren zur Immooi 1 l s ierun S * 

-„^on« eine sich entlang ebener, 
wird, welche weni£stens eine si 

onl0Bl la ..tl..».r »r...i» — °' " n 

.„<„.....«.. ..- 1 «■ « :.„„« le *. 

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 8 e 

net) d*3 eine Membran ein e esetzt wird, die Poren mit 

w«« n 5 bis 40 nm aufweist . 
einem Durc.messer von 0,5 ^ 

. 3 verfahren nach Anspruch 1 Oder 

B .K.n„„ichn.t. da3 auf der Membran Protein- und/oder 

P .pti«.-.ol.Kul- imn,obili.i.rt w.rd.n 

4 Verfahren nach Anspruch 1 oder «s , 
ge , e nnzei=hnet. daP auf der Membran Glycoprotein- 

5 Verfahren nach Anspruch 1 Oder 

► H»B auf der Membran Polysaccharide 
oekennzeichnet , daP out asr 

8 mi H = r- ZucKer immobilisiert 

und/cder Oligosaccharide und/oder ZucKer 

werden " 1 nder 2, dadurch 

6 verfahren nach Anspruch 1 Oder 

.,„ mK ,~«n i ioidmolekule 
geKennzeichnet, daP auf der Membran Lip 

immobilisiert werden. dadu rch 

7 verfahren nach Anspruch 1 Oder 
gB Kennzei=hnet, daP auf der Membran Lipopoly saccharide 
immobilisiert werden. 

8 verfahren nach Anspruch 1 oder Z, 

• hn Bt daP auf der Membron Enzyme 
gakennzaichnet , oop aL " 

Coenzyme immobilisiert werden. 

Mh .„„„ic' h n.t. daPeuf der Membra eine der — 



dadurch 
und/oder 

dadursh 
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der Gruppe enthaltend Antigene, AntiKbrper, Lektine, 
Biotin, Avidin, Protein A und Haptene immobilisiert 
werden . 

10. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dodurch 
5 gekennzeichnet, daP auf der Membran Nuc 1 einsauren 

immobilisiert werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dap auf der Membran Farbstoffe, 
insbesondere Fluoreszenzf arb s t of f e , Oder Farbs tof f gemi- 

10 sche immobilisiert werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dap auf der Membran gegebenenf alls 
leitende Materialien, wie Metalle und/oder Me t a 1 1 verbin- 
dungen und/oder Kohlenstoff und/oder Si 1 iciumoxide 

15 und/oder Kunststoffe immobilisiert bzw. abgelagert 
werden . 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, dap Mischungen der Materialien bzw. getrennte 
Schichten mehrerer Materialien abgelagert werden. 

20 14. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 

gekennzeichnet, daP auf der Membran Mediator- bzw. 
Transmit termolekule immobilisiert werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 8, dadurch 
gekennzeichnet, daP eine Membran mit darauf immobilisier- 

25 ten Enzymen und/oder Coenzymen als Enzymmembran verwendet 
wird . 

16. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 9, dadurch 
gekennzeichnet, daP eine Membran mit darauf immobil i sier- 
ten Antigenen, Antikbrpern, Lektinen, Biotin, Avidin, 

30 Protein A Oder Haptenen als ELISA-Membran verwendet wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 1 bis 11 und 14, dadurch 
gekennzeichnet, daP eine Membran mit darauf immob i 1 i sie r- 
ten Enzymen bzw. Coenzymen, Antigenen, Antikbrpern, 
Biotin, Avidin, Lektinen, Protein A, Haptenen, 
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Nucleinsauren Oder Mediator- bzw. T r an smi 1 1 ermo 1 e K u 1 a n 
als Diagnosereagen 9 verwendet wird. 

16. Verfohren nach Anspruch 1 bis 11 und 14, dadurch 
gekennzeichnet, daP eine Membran mit darauf immobi 1 i sier- 
ten Enzymen bzw. Coenzymen, Antigenen, Antikbrpern, 
Biotin, Avidin, Lektinen, Protein A f Haptenen, 
Nucleinsauren Oder Mediator- bzw. Transmit termolekulen 
als Sensormembran verwendet wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeich- 
net, daP die an der Membran immob i 1 i sier t en Substanzen 
und die Membran mit einer leitenden Schicht, z.B. Metall 
Oder leitendem Kunststoff, versehen werden . 

20. Verfahren nach den Anspruchen 12, 13 Oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, daP die leitende Schicht durch 

15 Sputtern aufgebracht wird. 

21. Verfahren nach den Anspruchen 12, 13 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, dap die leitende Schicht durch 
Aufdampfen aufgebracht wird. 

22. Verfahren nach den Anspruchen 12, 13 oder 18, 
20 dadurch gekennzeichnet, dap die Kunststoff schicht durch 

Plasmapolymerisation aufgebracht wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dap die abgelagerten bzw. immobi 1 i sier ten 
Substanzen, insbesondere p h a rma z e u t i s c h e Wirkstoffe, von 

25 der Membran e inge sch 1 o s s e n sind. 
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